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ABSTRAK
Serangan Vibriosis, yang disebabkan oleh Vibrio harveyi berpendar pada budidaya
udang telah menyebabkan penurunan yang signifikan dalam produksi, baik pada
pembenihan maupun di tambak pembesaran. Pengembangan metode deteksi cepat
berbasis PCR (Polymerase Chain Reaction) sangat penting untuk mencegah penularan
vibriosis. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengembangkan metode cepat deteksi
vibriosis pada udang penaeid dengan menggunakan penanda molekuler yang spesifik.
PCR berbasis deteksi gen spesifik dilakukan menggunakan primer spesifik toxR,
haemolysin (vvh), dan gyrB. Dari 35 isolat, 22 isolat yang terdeteksi memiliki gen
spesifik toxR, haemolysin (vvh) dan gen gyrB dan 9 isolat terdeteksi memiliki dua gen
tertentu. Penanda molekuler spesifik telah dirancang menggunakan data urutan gen
penyandi protein haemolysin dan gyrase. Desain pasangan primer yang didasarkan
pada program perangkat lunak dari Primer3 dan secara manual menggunakan program
perangkat lunak Bioedit. Tiga pasangan primer untuk gen haemolysin dan dua primer
gyrase telah diperoleh dan dipilih sebagai primer.
KATA KUNCI: vibriosis, udang penaeid, PCR, deteksi cepat, penanda
molekuler spesifik
ABSTRACT: Specific primer design for rapid detection of Vibriosis on
penaeid shrimp. By: Ince Ayu Khairana Kadriah, Endang
Susianingsih, Sukenda, Munti Yuhana, and Enang Harris
Vibriosis occurrences, due to luminous Vibrio harveyi, on shrimp culture may
caused substantial declines in production, either in hatcheries or in grow out ponds.
Development of Polymerase Chain Reaction (PCR)-based rapid detection methods is
very crucial in preventing vibriosis outbreaks. The aims of this study was to develop
rapid methods of detection of the vibriosis in penaeid shrimp by using specific
molecular markers. PCR-based detection of specific genes were performed employing
specific primers of toxR, haemolysin (vvh) and gyrB. Out of the 35 isolates, 22 isolates
were detected to have toxR, haemolysin (vvh) and gyrB specific genes and 9 isolates
have two out of these specific genes. Specific markers have been designed using
sequence data of the genes encoding the haemolysin protein and gyrase. Primer
pairs design were based on the software program of Primer3 and manually aligned
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by using Bioedit software program. Three of primer pairs for haemolysin gene and
two of gyrase primers were obtained and selected as primer.
KEYWORDS: vibriosis, penaeid shrimp, PCR, rapid detection, specific
molecular marker
PENDAHULUAN
Kementerian Kelautan dan Perikanan masih
menempatkan udang sebagai komoditas
unggulan perikanan budidaya selama 2010-
2014. Selama periode 2010-2014 produksi
udang diharapkan meningkat 74,75% atau
dari 400 ribu ton menjadi 699 ribu ton yang
terdiri atas udang vaname dan udang windu.
Industri budidaya udang windu secara inten-
sif dan transportasi udang windu ke seluruh
dunia melalui perdagangan diketahui ber-
hubungan erat dengan meningkatnya kejadian
infeksi penyakit yang menyerang udang
windu selama dua dekade ini (Saulnier et al.,
2000). Bakteri vibrio berpendar adalah salah
satu penyebab penyakit yang cukup banyak
menyerang hewan budidaya seperti udang
(Baticados et al., 1990; Karunasagar et al.,
1994; Moriarty, 1998; Zhang & Austin, 2000),
beberapa spesies ikan dan kekerangan (Aus-
tin & Zhang, 2006) bahkan juga karang (Ben-
Haim et al., 2003) di seluruh dunia.
Pengembangan metode deteksi cepat,
tepat, akurat dan murah sangat bermanfaat
karena dapat digunakan dalam upaya pen-
cegahan penyakit vibriosis di lapangan baik
di panti benih maupun pada pembesaran
udang di tambak. Upaya pencegahan ini harus
dilakukan sebelum koloni bakteri mencapai
quorum. Penelitian yang dilakukan oleh
Defoirdt (2007) menyimpulkan bahwa ke-
mampuan bakteri vibrio untuk melakukan
quorum sensing sangat dipengaruhi oleh
populasi bakteri tersebut di alam. Upaya untuk
deteksi cepat secara molekular salah satu-
nya dengan mengisolasi gen spesifik yang
dimiliki oleh bakteri vibrio berpendar dan
digunakan sebagai penanda molekular dalam
diagnosis cepat untuk penyakit vibriosis ber-
pendar (kunang-kunang) pada budidaya udang.
Gen haemolysin diketahui merupakan gen
spesifik yang dimiliki bakteri Vibrio berpendar.
Gen haemolysin adalah gen yang bertang-
gung jawab pada penghancuran membran sel
darah atau proses hemolisis. Gen yang meng-
kode haemolysin ini dilaporkan ditemukan
pada beberapa spesies bakteri di antaranya
adalah V. harveyi (Nishibuchi et al., 1990;
Nishibuchi & Kaper, 1995; Zhang et al., 2001)
dan V. parahaemolyticus (Bej et al., 1999).
Selain gen haemolysin gen toxR yang
secara spesifik mengkode protein trans-
membran juga memegang peranan penting
pada regulasi gen toksin ctx dan beberapa
gen-gen toksin lainnya. Gen toxR akan meng-
aktifkan gen-gen lainnya untuk menghasilkan
toksin (Pang et al., 2006). Gen gyrB diketahui
berperan untuk mengkode protein subunit B
dari DNA gyrase (topoisomerase type II). DNA
gyrase mengatur superkoiling pita ganda DNA.
Gen gyrB sangat diperlukan untuk replikasi
DNA di mana gen ini berperan dalam pem-
bentukan protein yang mengkode enzim
gyrase.
Pendekatan yang memanfaatkan kemajuan
bioinformatika dan teknik PCR dapat diguna-
kan untuk mengembangkan penanda spesifik
tersebut. Metode PCR digunakan untuk meng-
amplifikasi sekuen spesifik dari rantai DNA.
Primer rantai pendek oligonukleotida yang
didesain akan berkomplemen dengan masing-
masing ujung dari daerah target pada rantai
DNA dan kemudian memperpanjangnya pada
sisi yang berlawanan dari DNA template.
Karena fungsi primer sebagai inisiator seka-
ligus pembatas daerah yang akan diamplifi-
kasi, maka idealnya primer memiliki urutan
basa nukleotida yang tepat berpasangan
dengan urutan basa DNA target yang akan
diamplifikasi, dan tidak menempel di bagian
lainnya. Desain primer yang bagus merupakan
hal esensial bagi keberhasilan reaksi PCR.
Untuk mendesain suatu primer memer-
lukan data-data sekuen gen yang menyandi-
kan protein sejenis dengan gen yang akan
diamplifikasi melalui PCR. Data-data sekuen
gen dapat diperoleh pada basis data gen dari
lembaga-lembaga penyedia informasi gen dan
protein atau hasil sekuen gen tertentu yang
bersifat spesifik yang telah dihasilkan. Proses
amplifikasi dari gen-gen yang mengkode sifat-
sifat tertentu utamanya sifat patogen dapat
menjadi suatu pendekatan baru dalam metode
deteksi cepat penyakit (Cunningham, 2002).
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BAHAN DAN METODE
Penelitian dilakukan di Laboratorium Ke-
sehatan Ikan dan Lingkungan Balai Penelitian
dan Pengembangan Perikanan Budidaya Air
Payau, Maros. Analisis sekuensing dilaksana-
kan di Laboratorium Bioteknologi UNIKA
Atmajaya, Jakarta dan Laboratorium 1st Base
Singapura. Tahapan Penelitian terdiri atas:
Isolasi Bakteri Vibrio Patogen dari
Panti Benih dan Tambak Udang Windu
Sampel bakteri dan udang windu diko-
leksi dari tambak percobaan Balai Penelitian
dan Pengembangan Budidaya Air Payau,
Maros di Maranak dan Takalar serta tambak-
tambak udang windu di Barru, Pangkep,
Pinrang, Banyuwangi, dan Bali. Bakteri diiso-
lasi dari air tambak, sedimen tambak, dan
udang sakit. Sampel air diambil dengan meng-
gunakan botol steril kemudian dibawa ke
laboratorium. Sedangkan sampel sedimen
diambil menggunakan sudip steril dan di-
bawa ke laboratorium menggunakan botol
steril. Isolasi bakteri dilakukan dengan cara
mengambil 1 mL air sampel dan 1 g sedimen
tambak kemudian diencerkan secara ber-
tingkat dalam larutan fisiologis (Benson, 1985)
dan dikultur pada media TCBSA (Thiosulfate
Citrate Bile Sucrose Agar). Bakteri juga diisolasi
dari hepatopankreas udang windu.
Deteksi Gen Spesifik pada Bakteri
Vibrio Berpendar
Pada penelitian ini digunakan primer
spesifik untuk mendeteksi gen-gen spesifik
toxR gene, haemolysin (vvh) gene dan GyrB
gene dengan metode PCR (Tabel 1). Primer-
primer ini digunakan untuk mendeteksi gen-
gen spesifik pada isolat bakteri yang diisolasi
dari tambak dan panti benih di berbagai daerah
di Sulawesi Selatan dan Jawa.
Isolasi Genom Bakteri Kandidat
Metode yang digunakan dalam isolasi
genom bakteri adalah metode phenol-chloro-
form yang dikembangkan oleh Parenrengi
(2000). Bakteri dikultur di dalam nutrient broth
selama empat jam kemudian dipanen dengan
cara sentrifugasi. Sebanyak 1 mL biakan bakteri
dipindahkan ke dalam tabung eppendorf steril
1,5 mL dan disentrifugasi (6.000 rpm; 10 menit).
Proses sentrifugasi diulang sebanyak dua kali
dan kemudian dilakukan pencucian dengan
larutan fisiologis juga dengan sentrifugasi.
Pelet bakteri yang dihasilkan kurang lebih
50 mg kemudian dicampur dengan 500 μL
lysis buffer, 20 μL proteinase-K (stok 20 mg/
mL), dan 40 μL sodium dodecyl sulfate (SDS)
10%. Setelah itu, lisat bakteri diinkubasi dalam
waterbath selama 1-3 jam pada suhu 55oC.
Penambahan 12,5 μL RNAse dilakukan sebe-
lum lisat disimpan pada suhu ruang selama 15-
30 menit. Selanjutnya ditambahkan Phenol:
Chloroform:Isoamyl alcohol (PCIA 25:24:1)
sebanyak 500 μL. Tabung eppendorf di-
homogenkan dengan menggunakan mini
mixer secara perlahan sampai homogen dan
disimpan pada suhu ruang selama 10 menit.
Selanjutnya disentrifugasi pada kecepatan
13.000 rpm selama delapan menit. Lapisan
paling atas diambil dan dipindahkan ke tabung
eppendorf baru dan dilakukan penambahan
PCIA seperti sebelumnya.
Setelah lapisan paling atas dipindahkan ke
tabung eppendorf baru, kemudian dilakukan
penambahan satu bagian larutan Chloroform:
Isoamyl alcohol (CIA 24: 1) dan disentrifugasi
selama empat menit dengan kecepatan 13.000
rpm. Lapisan paling atas dipindahkan ke tabung
eppendorf baru. Kemudian ditambahkan dua
bagian ethanol absolut dingin dan dicampur
perlahan sampai homogen selanjutnya di-
lakukan sentrifugasi dengan kecepatan 6.000
rpm selama 30 menit. Cairan dibuang kemudian
pelet DNA dicuci dengan 1 mL ethanol 70%
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan
6.000 rpm selama 15 menit. Pellet DNA di-
keringkan selama satu malam dan setelah
kering ditambahkan 100 μL Buffer Tris-
Etilendiamin Tetra Acetic Acid (EDTA) (TE) dan
selanjutnya disimpan pada suhu -20oC sampai
digunakan (Parenrengi, 2000).
Proses PCR
Deteksi gen spesifik dilakukan dengan
melakukan amplifikasi DNA menggunakan
teknik Polymerase Chain Reaction (PCR).
Proses PCR dilakukan menggunakan Kit PCR
Ready To Go (RTG) dengan  primer spesifik
komersil yang sudah ada dan dilakukan
optimasi pada beberapa tingkatan suhu an-
nealing.
Proses ampifikasi DNA untuk primer toxR
adalah sebagai berikut: larutan master mix
dibuat dengan mencampur 20 μL aquadest
milliQ ke dalam 1 tube RTG (GE Healthcare UK
Limited Little Chalfont Buckinghamshire, UK),
kemudian ditambahkan masing-masing 1 μL
Primer toxRR1 dan toxRF1 (Pang et al., 2006).
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Setelah larutan dihomogenkan selanjutnya
dimasukkan template DNA sebanyak 3 μL. Kon-
disi proses amplifikasi untuk primer spesifik
toxR diatur sebanyak 30 siklus pada suhu
denaturasi 94oC selama satu menit, annealing
57oC selama satu menit dan elongasi 72oC
selama satu menit serta tahap ekstra elongasi
72oC selama sepuluh menit pada mesin PCR
(Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler).
Proses amplifikasi DNA untuk primer spesifik
vvh gen (haemolysin) diatur sebanyak 30 siklus
pada suhu denaturasi 94oC selama satu menit,
annealing 53oC selama satu menit dan
elongasi 72oC selama satu menit (Conejero &
Hedreyda, 2004). Sedangkan untuk amplifikasi
gen gyrB proses PCR juga diatur sebanyak 30
siklus dengan suhu denaturasi 94oC selama
satu menit, annealing 60oC selama satu menit
dan elongasi 72oC selama dua menit serta
tahap ekstra elongasi 72oC selama tujuh menit
(Thaithongnum et al., 2006).
Elektroforesis
Hasil PCR kemudian diaplikasikan pada
gel agarosa 2% untuk diobservasi dan di-
dokumentasikan. Elektroforesis minigel hanya
optimum untuk pemisahan DNA berukuran
kecil (ratusan bp hingga sekitar 10 kb). Proses
elektroforesis menggunakan minigel yang
dialiri listrik dengan voltase 150 V dan kuat
ampere 70 waktu running selama 30 menit.
Larutan yang digunakan adalah buffer elek-
troforesis yang diperlukan untuk menciptakan
kondisi stabil selama proses berlangsung. Pada
umumnya buffer yang digunakan berupa Tris
Aceticacid EDTA (TAE) atau Tris Boric EDTA (TBE).
Untuk pewarna gel digunakan red gel sebagai
pengganti etidhium bromide yang sudah tidak
dianjurkan lagi karena bersifat karsinogenik.
Desain Primer Spesifik
Gen-gen spesifik yang sudah berhasil
diamplifikasi dengan primer terpublikasi
kemudian dianalisis urutan basa DNA-nya
dengan metode sekuensing. Hasil sekuensing
ini menjadi rujukan untuk mendesain primer
spesifik. Setelah hasil sekuensing sudah di-
peroleh selanjutnya adalah mengumpulkan
sekuen gen target sebagai referensi. Sekuen
referensi dapat diperoleh dari database
GenBank di situs NCBI (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/). Sekuen referensi akan digunakan
dalam uji BLAST (http://blast.ncbi.nlm. nih.
gov/Blast) untuk mengetahui kemiripan
sekuen gen yang dimiliki dengan sekuen dari
gen sejenis yang sudah terdeposit pada NCBI.
Urutan basa dari gen target dalam format
notepad dapat langsung diunduh setelah
laman NCBI/BLAST/blastn suite terbuka.
Tahapan selanjutnya adalah menentukan
perangkat lunak yang akan digunakan untuk
desain primer. Pada dasarnya sembarang
daerah tertentu pada sekuen referensi dapat
diambil untuk dijadikan primer, tanpa perlu
bantuan perangkat lunak khusus. Namun pada
penelitian ini digunakan bantuan perangkat
lunak Primer3 Plus (http://frodo.wi.mit.edu/
cgi-bin/primer3). Setelah software sudah
berhasil diunduh, maka proses desain primer
sudah dapat dimulai.
HASIL DAN BAHASAN
Hasil Deteksi Gen-Gen Spesifik pada
Vibrio Berpendar
Dari 35 isolat yang diisolasi dari berbagai
daerah, 22 isolat terdeteksi memiliki gen
spesifik, di mana sembilan di antaranya terde-
teksi memiliki dua gen spesifik (Tabel 2). Isolat
bakteri yang memiliki gen spesifik ini kemudian
diuji virulensinya dengan uji patogenisitas
secara invivo menggunakan hewan uji udang
windu. Isolat kode 1, 120, 170, dan 275 ter-
bukti memiliki tingkat patogenisitas lebih
tinggi dibandingkan isolat bakteri vibrio
berpendar lainnya (Tabel 2). Isolat yang
memiliki tingkat patogenisitas tinggi kemudian
dipilih untuk dikarakterisasi gen spesifik
haemolysin dan gyrase-nya dengan proses
sekuensing. Untuk gen spesifik ToxR tidak
dapat disekuensing disebabkan hasil PCR
yang divisualisasikan pada gel elektroforesis
menunjukkan adanya penempelan yang tidak
spesifik dari primer (unspecific annealing)
sehingga tidak terbentuk pita tunggal DNA.
Haemolysin adalah eksotoksin yang ber-
tanggung jawab dalam proses penyerapan
membran eritrosit atau proses hemolisis sel
darah. Gen yang mengkode haemolysin ini
dilaporkan ditemukan pada beberapa spesies
bakteri yang termasuk genus vibrio (Conejero
& Hedreyda, 2004). Bakteri vibrio patogen
yang memiliki gen haemolysin diketahui dapat
menyebabkan terjadinya lysis pada sel darah
inang.
Enzim gyrase terdistribusi hampir pada
semua spesies dalam genus vibrio. Enzim ini
yang mengurangi tekanan saat double-
stranded DNA sedang tidak terikat oleh ikatan
helikase hal ini menyebabkan terjadinya
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superkoiling DNA. Banyak antibiotik bekerja
dengan menyerang gyrase. Gyrase DNA
bakteri hadir di prokariota dan beberapa
eukariota, tetapi enzim ini tidak sepenuhnya
mirip dalam struktur atau urutan, dan memi-
liki kedekatan yang berbeda untuk setiap
molekul yang berbeda. Enzim ini tidak dite-
mukan pada manusia. Hal ini membuat gyrase
sebagai target yang baik untuk antibiotik.
Bakteri patogen memiliki struktur gen Gyr-B
yang spesifik dibandingkan bakteri lainnya
(Thaithongnum et al., 2006).
Hasil Sekuensing Gen-Gen Spesifik
Vibrio Berpendar
Hasil sekuensing gen haemolysin dari
bakteri hasil koleksi menunjukkan kemiripan
94% dengan gen haemolysin bakteri V.  harveyi
yang terdeposit pada NCBI (Gambar 1).
Sedangkan hasil sekuensing gen gyrase
memiliki kemiripan 99% dengan gen gyrase
bakteri V. harveyi (Gambar 3). Kemiripan gen
target yang diisolasi dibandingkan dengan
beberapa sekuen referensi menentukan
berhasil tidaknya isolasi gen spesifik. Jumlah
sekuen referensi yang diperlukan tergantung
dari sampel target. Semakin banyak referensi
sekuen gen yang kita peroleh akan lebih baik
agar kita dapat mendesain primer di daerah
yang benar-benar sama (conserved region)
setelah sekuen tersebut disejajarkan (align-
ment). Pada dasarnya satu data sekuen sudah
dapat dijadikan referensi dengan syarat bahwa
sampel target nantinya memiliki kesamaan
spesies atau dengan kata lain secara genetik
sangat mirip. Hasil sekuensing selanjutnya
digunakan untuk mendesain primer spesifik
bakteri Vibrio patogen.
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Tabel 2. Hasil deteksi gen-gen spesifik bakteri vibrio berpendar
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Gambar 1. Hasil sekuensing dan alignment gen haemolysin
Figure 1. Result of sequencing and alignment of haemolysin gene
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Gambar 3. Hasil sekuensing dan alignment gen gyrase
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Desain Primer Spesifik
Desain primer spesifik dilakukan dengan
bantuan perangkat lunak Primer3Plus dengan
menggunakan hasil sekuen gen spesifik
haemolysin dan gyrase (Gambar 5). Penseja-
jaran secara manual dilakukan untuk mem-
bandingkan sekuen gen dari bakteri hasil
koleksi dengan sekuen gen sejenis yang
terdeposit pada NCBI (Gambar 6). Pada dasar-
nya sembarang daerah tertentu pada sekuen
referensi dapat diambil untuk dijadikan primer,
tanpa perlu bantuan software khusus. Namun
cara ini amat berisiko karena kita tidak
mengetahui bagaimana kualitas primer yang
dihasilkan nantinya.
Hasil desain diperoleh tiga pasang primer
untuk deteksi gen haemolysin dan dua pasang
primer untuk gen gyrase (Tabel 3). Pada setiap
hasil desain primer yang dikeluarkan oleh
perangkat lunak Primer3 selalu terdapat
pasangan primer forward dan reverse yang
direkomendasikan serta pilihan pasangan
primer lain sebagai cadangan.
UCAPAN TERIMA KASIH
Penelitian ini bagian dari riset Manajemen
Kesehatan Ikan dan Lingkungan Balai Pene-
litian dan Pengembangan Budidaya Air Payau
dan dibiayai oleh APBN Kementerian Kelautan
dan Perikanan tahun anggaran 2010-2011.
Gambar 5. Proses desain primer menggunakan perangkat lunak Primer3Plus
Figure 5. Primer design process using software Primer3Plus
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Gambar 6. Proses pensejajaran hasil sekuen secara manual menggunakan perangkat lunak Bioedit
Figure 6. The process sequence alignment results manually using software Bioedit
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